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RESUMO 
A produção de muda é uma etapa primordial e decisiva para a implantação de uma floresta. No 
entanto, devido a diversos fatores de ordem técnica, as perdas no setor de produção são bastante 
relevantes. Dentre estes fatores está o descarte do substrato, que quando feito de forma errônea 
favorece a proliferação de micro-organismos fitopatogênicos em viveiro. Isso pode desencadear em 
perdas significativas e ainda se tornar um passivo ambiental. Raramente o substrato é reutilizado 
nos viveiros comerciais, uma vez que presume-se que as características física, química e biológicas 
foram perdidas durante a produção das mudas. Contudo, há poucos estudos sobre micro-organismos 
em substratos. A importância deste estudo fundamenta-se na escassez de pesquisa sobre essa 
problemática que afeta o setor de produção de mudas, bem como buscar alternativas sustentáveis 
que pressupõe a demanda de uso desse insumo. A aplicação de técnicas moleculares vem sendo 
empregadas para detectar e identificar os micro-organismos em diversos ambientes. Neste contexto, 
o objetivo deste estudo foi detectar a diversidade microbiológica em amostras de substratos 
descartados pela técnica de PCR-RFLP. Foram coletados dez amostras de substratos em diferentes 
viveiros no estado de Minas Gerais em diferentes fases de produção e estado de tecnificação. O 
DNA genômico total foi extraído e amplificado pela técnica de PCR com oligonucleotídeos 
específicos para fungos, bactéria e archaea. Os produtos amplificados foram submetidos à clivagem 
com enzimas de restrição HaeIII, BamHI, TaqI e HindIII, para detecção de possíveis polimorfismos 
entres as amostras por meio da técnica de PCR-RFLP. Foi possível verificar diferenças entre as 
amostras de substratos, tanto em relação ao tamanho da região do DNA amplificada, bem como em 
relação à presença de sítios de restrição. Com base no índice de similaridade, detectou-se uma 
maior variação da diversidade dentro da amostra em diferentes fases do que nas amostras entre os 
diferentes viveiros. Portanto, estes resultados podem ser relevantes para o conhecimento da 
diversidade microbiológica em substrato. Porém mais estudos se fazem necessários para maior 
compreensão destes micro-organismos e sua função no substrato. 
Palavras-chave: PCR-RFLP; Oligonucleotídeo; Similaridade, Patologia Florestal. 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
The production of changes is a crucial and decisive step for the implementation of a forest. 
However, due to several technical factors, losses in the production sector are quite relevant. Among 
these factors is the disposal of substrate, which when done wrongly favors the proliferation of 
phytopathogenic microorganisms in nursery. This can trigger significant losses and still become a 
environmental liabilities. Rarely the substrate is reused in commercial nurseries, since it is assumed 
that the physical, chemical and biological characteristics were lost during the production of 
seedlings. However, there are few studies on microorganisms on substrates. The importance of this 
study is based on the scarcity of research on this issue that affects the production of seedlings, as 
well as seek sustainable alternatives that assumes the use of this raw material demand. The 
application of molecular techniques have been employed to detect and identify microorganisms in 
various environments. In this context, the objective of this study was to detect microbiological 
diversity in substrate samples dropped by PCR-RFLP technique. Ten samples were collected of 
substrates in different nurseries in the State of Minas Gerais in different stages of production and 
State of modern farms. Total genomic DNA was extracted and amplified by the PCR technique with 
specific oligonucleotides to fungi, bacteria and archaea. The amplified products were submitted to 
cleavage with HaeIII restriction enzymes, BamHI, HindIII, and TaqI for detection of possible 
polymorphisms between the samples by PCR-RFLP technique. It was possible to check differences 
between samples of substrates, both in relation to the size of the amplified DNA region as well as in 
relation to the presence of restriction sites. Based on the index of similarity, if a greater variation of 
diversity within the sample at different stages than in samples between different nurseries. 
Therefore, these results may be relevant to the knowledge of microbiological diversity in substrate. 
However more studies are needed to better understanding of these microorganisms and their role in 
the substrate. 
Key words: PCR-RFLP; Oligonucleotide; Similarity, Forest Pathology. 
 
 
 
 
 
 
 
  
LISTA DE FIGURAS 
Figura 1 - Amostras de substratos coletados em diferentes fases de produção. A – substrato da área 
de descarte; B – substrato da área de expedição/3ªseleção; C – substrato in natura; D – substrato de 
mudas da 1ª seleção; E – substrato de mudas da 2ª seleção. Fonte: Oliveira, 2014. ......................... 22 
 
Figura 2 - Perfil eletroforético, em gel de agarose a 0,8%, de amostras de DNA genômico extraídas 
de micro-organismos presentes em amostras de substrato para produção em mudas de eucalipto. 
(M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Amostras de  substratos coletados 
em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa 
”B” (6, 7, 8, 9 e 10). (1 e 6). Substrato velho na área de descarte; (2 e 7) área de expedição/3ª 
seleção; (3e 8) substrato in natura pronto para uso; (4 e 9); substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); (5 e 
10) substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). ............................................................................................. 27 
 
Figura 3 - Imagem de gel de agarose à 1,5% contendo produtos de PCR. (M) Marcador de tamanho 
1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Eubactperia (produto de PCR com os iniciadores 63f/1087r); 
Rhizobactéria (produto da PCR utilizando  os iniciadores 63f/Rhiz1244r); Fungo (produto da PCR 
utilizando os iniciadores ITS1f/ITS4r). Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa 
”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 
e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de substrato área de 
expedição/3ª seleção; 3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de 
substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). ......... 29 
 
Figura 4 - Imagem de gel de agarose à 1,5% contendo produtos de PCR. (M) Marcador de tamanho 
1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Archaea- Produto de PCR utilizando iniciadores 
Ar3f/AR927r. Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); 
Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de 
substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de substrato área de expedição/3ª seleção; 3 e 8 
– amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 
dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). ....................................................... 30 
 
Figura 5 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP 
das amostras de substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição HaeIII. (M) Marcador de 
tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Eubactéria - iniciadores 631087r; Rhizobactéria -  
  
iniciadores 63f/Rhiz 1244r; Fungo - iniciadores ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em 
viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa 
”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de 
área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – 
amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 
dias). ................................................................................................................................................... 32 
 
Figura 6 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP 
das amostras de substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição BamHI. (M) Marcador de 
tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Eubact´ria iniciadores 63f/1087r; Rhizobactéria- 
iniciadores 63f/Rhiz 1244r; Fungo - iniciadores ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em 
viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa 
”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de 
área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – 
amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 
dias). ................................................................................................................................................... 33 
 
Figura 7 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP 
das amostras de substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição TaqI. (M) Marcador de 
tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Eubactéria - iniciadores 63f//1087r; Rhizobactéria- 
iniciadores 63f/Rhiz 1244r; (C) – Fungo - iniciadores ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos 
coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro 
da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – 
amostras de área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 
4 e 9 – amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção 
(60 a 70 dias). ..................................................................................................................................... 34 
 
Figura 8 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP 
das amostras de substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição HindIII. (M) Marcador de 
tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo Scientific); Eubactéria - iniciadores 63f/1087r; Rhizobactéria - 
iniciadores 63f/Rhiz 1244r; Fungo - iniciadores ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em 
viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa 
”B” (6, 7, 8, 9 e 10).  1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de 
  
área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – 
amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 
dias). ................................................................................................................................................... 35 
 
Figura 9 - Agrupamento das amostras de substrato obtido por meio do método UPGMA aplicado 
sobre a matriz de dissimilaridade de Jaccard. 1 e 6 amostras de substrato velho na área de descarte; 
2 e 7 amostras de substrato área de expedição/3ª seleção; 3 e 8 amostra de  substrato in natura 
pronto para uso; 4 e 9 amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 amostras de substratos 
2ª seleção(60 a 70 dias). ..................................................................................................................... 37 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
LISTA DE TABELAS 
Tabela 1- Amostras de substratos coletados em diferentes fases de produção. ................................. 23 
 
Tabela 2 - Oligonucleotídeos iniciadores (Singh et al., 2006) utilizados nas PCR com o intuito de 
detectar a diversidade microbiana existente nas amostras de substrato de mudas em diferentes fases 
de produção. ....................................................................................................................................... 25 
 
Tabela 3 - Enzimas de restrição utilizadas nas análises de PCR-RFLP. O traço sublinhado indica a 
posição onde a enzima corta a sequência de DNA. ........................................................................... 25 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
SUMÁRIO 
1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................................. 13 
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ...................................................................................................... 15 
2.1 PRODUÇÃO DE MUDAS CLONAIS DE EUCALIPTO ...................................................... 15 
2.2 SUBSTRATO PARA PRODUÇÃO DE MUDAS ................................................................... 16 
2.3 DIVERSIDADE MICROBIANA ............................................................................................ 17 
2.4 MÉTODOS MOLECULARES PARA ANÁLISE DA DIVERSIDADE MICROBIANA ...... 19 
3. MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................................ 22 
3.1 LOCAL DE ESTUDO .............................................................................................................. 22 
3.2 AMOSTRAS DE SUBSTRATO .............................................................................................. 22 
3.3 EXTRAÇÃO DO DNA TOTAL .............................................................................................. 23 
3.4 QUANTIFICAÇÃO DO DNA GENÔMICO .......................................................................... 24 
3.5 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) ............................................................... 24 
3.6 ANÁLISE DE POLIMORFISMO POR MEIO DE PCR-RFLP .............................................. 25 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS ................................................................................ 26 
4. RESULTADOS E DISCUSSÃO .................................................................................................... 27 
4.1 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO DNA DO SUBSTRATO ........................................ 27 
4.2 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) ............................................................... 28 
4.3 ANÁLISE DE POLIMORFISMO POR MEIO DE PCR-RFLP .............................................. 31 
5. CONCLUSÕES ............................................................................................................................. 39 
6. REFERÊNCIAS BIBBLIOGRÁFICAS ........................................................................................ 40 
 
13 
 
1. INTRODUÇÃO 
 A eucaliptocultura é um dos segmentos mais importante no setor florestal. Atualmente, 
ocupam 5,56 milhões de hectares no país, o que representa 71,9% do total. Estima-se que com o 
aumento da população e do consumo per capita, a demanda por produtos florestais, principalmente 
madeira para uso industrial e geração de energia, chegará a 5,2 bilhões de m
3
/ano, o que exigiria o 
plantio adicional de cerca de 210 milhões de hectares de eucalipto em todo o mundo, considerando 
os níveis atuais de produtividade (IBÁ, 2015). 
 Para suprir essa demanda, a produção de mudas visando quantidade e qualidade, representa 
uma das fases de extrema importância. Pode-se dizer que é considerada determinante, já que é a 
primeira etapa de um processo para implantação de uma floresta, um empreendimento de longo 
prazo. A cultura do eucalipto é intensiva e baseada em plantios florestais formados por mudas 
clonadas de alta produtividade. A técnica mais utilizada para produção de mudas de eucalipto é a 
miniestaquia, por permitir a otimização do enraizamento e qualidade da muda clonal (ALFENAS et 
al, 2004; XAVIER et al., 2009). 
 A produção de mudas de eucalipto clonal é feita em métodos avançados em todo o seu 
processo, desde a produção dos propágulos vegetativos até a expedição das mudas. No entanto, um 
dos principais fatores que contribui para o insucesso na produção das mudas é a sanidade do 
viveiro. A incidência de doenças, juntamente com o manejo inadequado tem causado perdas 
significativas na produção de mudas. Essas perdas chegam a mais de 25%, mesmo em viveiros mais 
tecnificados (ALFENAS et al., 2009; FARIA, 2013; OLIVEIRA, 2014). Neste contexto, Alfenas et 
al. (2009), enfatizam a importância de medidas simples de higiene e manejo que vise a eliminação 
de fonte de inóculo e redução das condições favoráveis de incidência de doença. Fatores como 
agrupamento de mudas, eliminação de tecidos vegetais tenros, substratos e mudas mortas sobre o 
canteiro e o piso do viveiro, bem como evitar a irrigação excessiva, podem diminuir parcialmente 
ou totalmente o aparecimento e desenvolvimento de doenças neste ambiente. 
 Atualmente o descarte das mudas mortas e de restos de substrato vem sendo feita de forma 
questionável. As mudas descartadas ficam durante todo o processo de seleção próximas a mudas 
sadias e o substrato das mesmas é acumulado em algum canto no viveiro, até obter-se uma 
quantidade considerável para ser transportados para área de descarte. A permanência desses 
descartes no viveiro pode-se tornar uma fonte de inóculo nocivo, favorecer a disseminação de 
micro-organismos fitopatogênicos, além de promover perdas econômicas significativas. Mais, esse 
amontoado de descarte pode torna-se um passivo ambiental (GONÇALVES et al., 2013). 
14 
 
 No substrato, existe, normalmente, grande número de micro-organismo, que podem ser 
benéficos, neutros ou fitopatogênicos. Os micro-organismos fitopatogênicos têm sido objeto de 
vários estudos, em virtude de sua capacidade de interferir nos processos fisiológicos da planta, ou 
seja, causar doença. Podem ser transmissíveis de uma planta para outra ou por meio de 
disseminadores, como o vento, água, substrato, etc. (ALFENAS, et al., 2009). 
 Sendo o substrato determinante para a produção de mudas, o mesmo deve apresentar 
características físico-químicas e biológicas adequadas, com baixa densidade, estabilidade 
volumétrica boa porosidade, elevada capacidade de CTC, boa aeração e drenagem, isento de pragas, 
micro-organismos fitopatogênico e plantas invasoras além de ser de fácil preparo e de baixo custo 
(KRAZT, 2011). Devido a essas características desejáveis, raramente tem-se reutilizado substratos 
descartados em viveiros comerciais, pois presume-se que essas característica foram perdidas e há 
presença de organismos patogênicos. 
 A identificação e caracterização de micro-organismos em substratos descartados se torna 
fundamental para a eliminação parcial ou total de micro-organismos fitopatogênico e para controle 
de doença em viveiro, além de possibilitar a reutilização do mesmo. 
Avanços das técnicas de biologia molecular propiciaram o desenvolvimento e emprego de 
vários métodos moleculares (DESTRO, 1995) baseados, principalmente, na Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR), que permite a identificação de micro-organismos em baixa população em curto 
período de tempo (ELEY, 1993; MESQUITA et al., 2001). Além da PCR, outra técnica 
complementar pode ser utilizada para a detecção diversidade dentre amostras de micro-organismo, a 
RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polymorphisms”). Essas duas técnicas utilizadas 
conjuntamente são chamadas de PCR-RFLP. Após a amplificação do DNA por meio do uso da 
PCR, os fragmentos de DNA produzidos são clivados com uma ou mais enzimas de restrição, 
gerando fragmentos de DNA que podem ser diferentes, devido às variações nucleotídicas existentes 
entre os indivíduos de uma mesma espécie, ou entre espécies de indivíduos diferentes. Essa 
diferença é dita polimorfismo. Em alguns casos, esse padrão de polimorfismo pode ser considerado 
um fingerprint genético de uma determinada espécie (BALINI, et al., 2015). 
 Por fim, PCR-RFLP é uma metodologia barata, rápida e segura, comparada com técnicas de 
sequenciamento de ácidos nucleicos. 
Portanto, o objetivo deste estudo foi detectar a diversidade de micro-organismos em 
amostras de substratos descartados em viveiros pela técnica de PCR-RFLP.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 PRODUÇÃO DE MUDAS CLONAIS DE EUCALIPTO 
 O setor florestal brasileiro tem crescente relevância para o país, contribuindo com grandes 
parcelas no âmbito econômico, ambiental e social. Por exemplo, esse setor é estratégico para o 
abastecimento de matéria-prima e produtos para a exportação e beneficio intangível (sombra, 
fixação de carbono, etc), de maneira direta, para a conservação e preservação dos recursos naturais 
(ABRAF, 2013), dentre outros. 
 A eucaliptocultura tem destacada importância neste setor por ser a atividade florestal de 
maior expressão econômica no país, sendo destinado a diversas finalidades de matéria-prima 
florestal, tais como para os setores de papel e celulose, carvão vegetal, madeira para serraria, postes 
e mourões, painéis reconstituídos e móveis (BRACELPA, 2016). Os plantios de eucalipto ocupam 
5,56 milhões de hectares da área de árvores plantadas no país, e estão situados principalmente nos 
Estados de Minas Gerais (25,2%), São Paulo (17,6%) e Mato Grosso do Sul (14,5%) (IBÁ, 2015). 
  O Eucalipto é originário da Oceania, pertence à família Myrtaceae e possui cerca de 700 
espécies descritas. Atualmente, chama-se, popularmente, de Eucalipto árvores ou arbustos 
pertencentes à espécies dos gêneros Eucalyptus, Corymbia e Angophora (PARRA-O. et al., 2009; 
WILSON et al., 2005). Devido sua capacidade de adaptação, aliada ao rápido crescimento e alta 
qualidade da madeira, tem impulsionado a sua rápida adoção para o plantio florestal de interesse 
econômico nas zonas tropicais e subtropicais do globo (VENTURIN, et al., 2014; MYBURG et al., 
2014). 
 A fim de obter o máximo de produção, com uma excelente homogeneidade da material, 
quanto à qualidade, atualmente os plantios tem sido realizados com mudas clonais. A clonagem do 
eucalipto iniciou-se em 1975 na Republica Popular do Congo, África, e foi introduzida no Brasil na 
década de 70 (MAFIA et. al., 2005). Além de maximizar a produção e a qualidade da madeira, a 
clonagem mantém as características genéticas desejáveis da espécie-mãe e permite a multiplicação 
de genótipos resistentes à doenças e pragas (VENTURIN et al., 2014; ALFENAS, et al., 2009). 
Uma das maneiras de se obter mudas clonais é a miniestaquia. Trata-se de um processo de 
enraizamento de estacas que pode ser do segmento caulinar, obtidas de material selecionado. Essa é 
a metodologia mais utilizada nas grandes empresas florestais que obtêm as estacas nos minijardins 
clonais. (XAVIER et al., 2009; ALFENAS et al., 2009). De acordo com Alfenas, et al. (2004), é 
importante analisar a boa sanidade das mudas, ausência de doenças no caule, nas folhas e raízes, o 
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estado nutricional, a formação do sistema radicular, com raízes novas e bem distribuídas e possuir 
uma boa rustificação. 
 No entanto, a produção de mudas clonais pelo método de miniestaquia requer um viveiro 
bem tecnificado, o que requer razoável investimento. Viveiros de mudas clonais de eucalipto mais 
simples podem enfrentar diversos problemas quanto à qualidade na padronização dos 
procedimentos, problemas que podem gerar a má formação do sistema radicular, menor qualidade e 
menor sobrevivência das mudas. Esses aspectos podem ser influenciados também por fatores como: 
a qualidade da água utilizada na irrigação, a nutrição das mudas, o substrato utilizado como meio de 
enraizamento, as embalagens (tubetes e bandejas) e as máquinas utilizadas na lavagem e 
desinfecção das mesmas (ALFENAS et al., 2004). 
2.2 SUBSTRATO PARA PRODUÇÃO DE MUDAS 
 O substrato é um insumo de extrema importância no processo de produção de mudas nas 
mais diversas cadeias produtivas, de diferentes culturas vegetais de interesse econômico, podendo 
se tornar a chave de sucesso ou fracasso em um sistema de cultivo (KAMPF, 2002). É um material 
usado como meio de crescimento de planta, sendo o substituto do solo na produção de muda 
(BRASIL, 2004; KAMPF, 2000). 
 A prática do cultivo de plantas em recipientes, preenchidos com misturas que substitua o 
solo, já era utilizada há muito tempo. As primeiras misturas de substrato datam de 1941, na 
Califórnia, após várias tentativas de viveiristas que produziam plantas em recipientes preenchidos 
com solo mineral, surgindo à mistura de areia com serragem de sequoia para a produção de plantas 
em viveiros (BOOMAN, 2000). No entanto, somente após a 2ª Guerra Mundial se difundiu o 
interesse na pesquisa com substratos, realizada principalmente para atender às necessidades da 
emergente indústria desse insumo (VAN DIJK e VAN DER BOON, 1971). No Brasil, as pesquisas 
começaram na década de 70 (MINAMI, 2000). 
 O substrato é um importante fator de influencia no processo de produção de mudas, 
principalmente nas fases iniciais da vida da planta, onde diferentes formulações garantem mudas de 
boa qualidade, desde que sejam fornecidas água e nutrientes em quantidades adequadas (DUARTE 
e NUNES, 2012). O substrato deve garantir o desenvolvimento de uma planta com qualidade, em 
curto período de tempo e baixo custo (CUNHA et al., 2006), sendo sua principal função de sustentar 
a muda e fornecer condições adequadas para o desenvolvimento e funcionamento do sistema 
radicular, assim como os nutrientes necessários ao desenvolvimento. 
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 Os principais tipos de substrato podem ser compostos por um único material, ou pela 
combinação de diferentes tipos de materiais (WENDLING; GATTO, 2002). Entretanto, se justifica 
o uso de, no máximo, três componentes em uma mistura (GONÇALVES et al., 2000), devido os 
custos de produção. Uma maior quantidade de componentes inviabilizaria, economicamente, a 
produção (DUTRA, 2010). Preferencialmente, os componentes da mistura para composição do 
substrato devem ser produzidos no viveiro ou adquiridos em empresas especializadas. Estes 
materiais podem ter diversas origens, ou seja, animal, vegetal, mineral e artificial (BEZERRA e 
BEZERRA, 2000). 
 As características físicas dos substratos são uma das mais importantes, visto que as mesmas 
não podem, facilmente, ser modificadas. Firmino e Kampf (2012) ressaltam a importância de 
conhecer as propriedades físicas dos componentes de substratos, o que permitirá direcioná-los para 
as necessidades da planta. Segundo Kampf (2008), as características físicas indispensáveis para a 
caracterização fundamental do material podem ser resumidas em: densidade volumétrica, 
porosidade e capacidade de retenção de água. A partir dessas propriedades é possível indicar a 
qualidade e sugerir usos e limitações dos substratos. 
 Com relação às propriedades químicas, estas podem ser manuseadas pelo técnico com mais 
facilidade do que as características físicas (SCHORN; FORMENTO, 2003). Os problemas mais 
comuns na produção de mudas se referem às condições de acidez excessiva do substrato, seja 
atuando sobre as plantas, diretamente causando injúrias, ou, indiretamente, afetando a 
disponibilidade de nutrientes e atividade de micorrizas, ou aumentando a infecção por alguns 
patógenos (SANTOS et al., 2000). Além disso, o substrato também deve apresentar adequada 
capacidade de troca catiônica (CTC) e qualidade sanitária. 
 Além das características físicas e nutricionais adequadas, as características biológicas do 
substrato são de suma importância, uma vez que os micro-organismos atuam na decomposição da 
matéria orgânica, alterando a disponibilidade de nutrientes para as plantas, e, ao mesmo tempo, 
influenciam as propriedades físicas do solo, como a estabilidade dos agregados (SIQUEIRA et al., 
1994). Também influenciam diretamente no ciclo dos principais nutrientes (CARNEIRO, 1995). O 
substrato deve ser isento de sementes de plantas invasoras, pragas e micro-organismos 
fitopatogênicos (ABREU, et al, 2002; GONÇALVES et al., 2000). 
2.3 DIVERSIDADE MICROBIANA 
 A diversidade e atividade da microbiota influenciam diretamente nas várias características 
do substrato, tais como a agregação de suas partículas, a disponibilidade de determinados nutrientes, 
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a aeração e o armazenamento de água. Isso acaba refletindo no desenvolvimento da muda e, 
posteriormente, da planta. Em alguns casos, os micro-organismos presentes no substrato podem 
causar sérias doenças às mudas. Exemplos de fitopatógenos que pode causar sérios danos em 
viveiros são fungos do gênero Pythium, Cylyndrocladium, Rhizoctonia, dentre outros (ALFENAS, 
et al., 2009). Devido a isso, pesquisas têm como objetivo aumentar a produção, reduzir o uso de 
produtos químicos e contribuir para alcançar um padrão de mudas mais sustentáveis (SANDRA 
RIETH, 2012). 
  Os micro-organismos ocorrem em praticamente todos os ambientes. E com o advento de 
técnicas moleculares, essa diversidade microbiana tem sido o centro de vários estudos, 
especialmente nas ultimas décadas (COUTINHO et al., 1999; ROSADO, 2000; TIEDJE et al., 
2001). A existência e a diversidade de seres vivos no planeta estão intimamente ligadas à 
diversidade e à atividade metabólica de micro-organismos na natureza. Eles fazem parte do solo e 
substrato de maneira indissociável, sendo responsáveis por inúmeras reações bioquímicas, como: 
decomposição e ressíntese da matéria orgânica, ciclagem de nutrientes e fixação biológica do 
nitrogênio. Também atuam na produção de substâncias promotoras ou inibidoras do crescimento de 
plantas e ação antagônica a patógenos. A microbiota do solo age também nos processos de 
intemperismo das rochas, desempenhando papel fundamental na gênese do solo (MOREIRA e 
SIQUEIRA, 2006). 
 Dentre os grupos de micro-organismos responsáveis pelos processos de decomposição da 
matéria orgânica destacam-se as bactérias, os fungos e os actinomicetos. Devido à ampla 
diversidade, as grandes populações ao longo da história evolutiva, os micro-organismos vêm 
contribuindo fortemente para riqueza e a complexidade das interações entre os organismos do solo, 
incluindo desde simbiose altamente especifica a mutualismos difusos (BEARE et al., 1995). 
 Os micro-organismos variam dentro e entre os diferentes tipos e condições de solos, sendo o 
grupo das bactérias mais numerosas. Com relação à diversidade funcional dos organismos do solo e 
substrato é, ainda, bastante elevada, ocorrendo, até mesmo, entre espécies do mesmo gênero e 
apresentam alta diversidade metabólica, o que os tornam bem versáteis para ocupação dos diversos 
nichos ecológicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Nesse contexto, Stursa et al., (2009) enfatizam 
que a diversidade dos micro-organismos é tão ampla quanto desconhecida. Um grama de solo pode 
conter 10 bilhões de micro-organismos, representando milhares de espécies. O número de espécies 
microbianas identificadas cresce a cada ano, sendo descritos mais de 70.000 fungos, 30.000 
protozoários, 26.000 algas, 6.500 bactérias e 1.000 vírus. Esses números são, no entanto, pequenos 
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diante do total de espécies, estimado em cerca de dois milhões. Isso significa que foram descobertas 
e nomeadas, talvez, menos de 0,1% e no máximo 10% das espécies microbiana, dependendo do 
habitat estudado (ROSSELÓ-MORA e AMMAN, 2001; STURSA, 2009). 
 Apesar da sua grande importância ecológica, menos de 1% dos micro-organismos presentes 
no solo são cultiváveis. Portanto, a maior parte da diversidade microbiana dos solos ainda não está 
mapeada e caracterizada (TORSVIK e OVREAS, 2002). Esses mesmos dados podem estar 
relacionados com o substrato. 
2.4 MÉTODOS MOLECULARES PARA ANÁLISE DA DIVERSIDADE MICROBIANA 
 Os micro-organismos podem ser estudados por metodologia dependente ou independente de 
cultivo. Os métodos dependentes de cultivos são conhecidos por sua seletividade e não representa a 
real diversidade existente (AMANN et al., 1995). Estes métodos podem limitar, seriamente, a 
avaliação taxonômica e filogenética microbiana devido à falha no cultivo da maioria dos micro-
organismos pelos métodos convencionais (PACE, 1997). 
 Como alternativas aos métodos em que o cultivo de micro-organismos é empregado, foram 
desenvolvidas várias técnicas, dentre as quais se destacam aquelas baseadas em ferramentas 
moleculares. Estas podem ser de extração, amplificação e analise de sequência de DNA diretamente 
da amostra de solo ou substrato, sem a necessidade de isolamento e cultivo dos micro-organismos 
(TORSVISK et al, 1998) in vitro. 
 Os métodos moleculares receberam grande impulso com o desenvolvimento da técnica 
conhecida como Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). A PCR é um método de amplificação, in 
vitro, de fragmentos específicos de ácidos nucleicos, proposto por Kary Mullis, em 1987. A PCR 
permite a amplificação de sequências específicas de ácido desoxirribonucleico (DNA) por meio da 
ação da enzima Taq DNA polimerase e de oligonucleotídeos iniciadores (primers) sobre um DNA 
molde. A PCR é conduzida em um equipamento automatizado e computadorizado, denominado 
termociclador, o qual alterna as temperaturas por determinados períodos de tempo, possibilitando a 
ocorrência de ciclos repetitivos de desnaturação e síntese de DNA (KONEMAM, et al., 2001). A 
característica principal dessa técnica é amplificar exponencialmente cópias do material genético a 
partir de pouca quantidade dele (MESQUITA et al., 2001). 
 PCR tem sido utilizada com muita frequência em diagnóstico microbiológico nos últimos 
anos (MALORNY et al., 2003), permitindo uma alta especificidade e aplicabilidade com centenas 
de métodos descritos (MESQUITA et al., 2001). 
20 
 
 Os produtos de PCR permitem analisar a estrutura e a diversidade da comunidade 
microbiana, tanto para ambiente aquático, quanto terrestres. A partir da técnica de PCR, vários 
outros métodos derivaram dela, como por exemplo, DGGE (Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis), TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis); PCR-RFLP (Polymerase 
Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism); ARDRA (Amplified Ribosomal 
DNA Restriction Analysis); T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism); RISA 
(Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) e Caracterização por Microssatélites (KIRK et al, 2004), 
dentre outras. 
 Entre estes métodos, a técnica PCR-RFLP baseia-se na amplificação de uma sequência de 
DNA por meio da técnica PCR seguida de uma restrição do fragmento de DNA por endonucleases. 
Essas enzimas clivam a molécula de DNA previamente amplificada em sítios específicos, gerando 
perfis de restrição (VOLPINI et al., 2004; ROTUREAU et al., 2006). Assim, essa técnica gera 
fragmentos de restrição que podem ser diferentes, o que possibilita a detecção de variações 
nucleotídicas existentes entre indivíduos de uma mesma espécie ou entre indivíduos de espécies 
diferentes. O resultado é a presença de diferentes fragmentos de restrição, que podem servir como 
um fingerprint genético de uma determinada espécie (BALINI, et al, 2015). 
 Assim, estas técnicas, PCR e PCR-RFLP, podem ser utilizadas para taxonomia de fungos, 
por meio da amplificação da região Espaçador Transcrito Interno (ITS) do DNA Ribossomal 
(rDNA) bem como para taxonomia de bactérias e archaea, por meio da amplificação de regiões do 
gene Ribossomal 16S. A região ITS está localizada entre os genes 18S rDNA e 28S rDNA e pode 
ser amplificada por oligonucleotídeos iniciadores específicos (HILLIS e DIXON, 1991). Essa 
região ITS é dividida em duas: ITS1 (espaço intergênico entre os genes 18S e o 5.8S) e ITS2 
(espaço intergênico entre os genes 5.8S e 28S) (HILLIS e DIXON, 1991; SCHLOTTERER et al., 
1994). Os genes ribossomais são altamente conservados dentro de uma espécie. Por outro lado, as 
regiões intergênicas ITS, por não codificar para nenhum gene, evoluem mais rapidamente, podendo 
apresentar variações intraespecificamente tanto na sequência de bases quanto no comprimento da 
região (Gerbi, 1985). Por esse motivo, essas sequências servem para a taxonomia de espécies e 
gêneros (Schlotterer et al., 1994; Antoniolli et al., 2000; Gomes et al., 2002). Do mesmo modo, as 
sequências de 16S rDNA se tornaram padrão na determinação de relações filogenéticas, na 
avaliação da diversidade em amostras ambientais e na detecção e quantificação de populações 
específicas (HEAD et al., 1998) em bactérias e archaea. O 16S rRNA possui 9 regiões variáveis, 
alternadas com regiões conservadas, denominadas de V1 a V9. Estas regiões podem ser utilizadas 
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para determinação de filogenia (WOESE et al., 1983 e DAMS et al., 1988) e diversidade 
microbiana. Áreas variáveis, normalmente, são utilizadas para determinar as relações evolutivas 
entre dois organismos muito próximos (mesma espécie, às vezes). Já as regiões conservadas desse 
gene podem elucidar relações evolutivas distantes, de tempos remotos, entre duas moléculas de 
rRNA 16S. 
 Com isso, a diversidade de micro-organismos em uma dada amostra poderá ser observada 
por meio do uso dessas técnicas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
3.1 LOCAL DE ESTUDO 
O estudo foi conduzido no Laboratório de Genética e Biotecnologia Florestal (LGBF), do 
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 
Mucuri (UFVJM), em Diamantina, Minas Gerais. 
3.2 AMOSTRAS DE SUBSTRATO 
  Amostras de substratos de mudas clonais de eucalipto foram coletadas em dois viveiros 
florestais localizados no estado de Minas Gerais, que possuem capacidade para produzir mais de 50 
milhões de mudas por ano em diferentes fases de produção (Figura 1). Os substratos avaliados 
possuíam a seguinte composição: A- 45% de vermiculita (VM), 45% de fibra de coco (FC), 10% de 
Mecplant® (Mec), e B- 50% de vermiculita (VM)  mais 50% de casca de arroz carbonizada (CAC).  
 
Figura 1 - Amostras de substratos coletados em diferentes fases de produção. A – substrato da área de descarte; B – 
substrato da área de expedição/3ªseleção; C – substrato in natura; D – substrato de mudas da 1ª seleção; E – substrato 
de mudas da 2ª seleção. Fonte: Oliveira, 2014. 
 Para obter amostras representativas de diferentes fases do processo de produção, coletou-se 
amostras composta de substratos em diferentes estágios de desenvolvimento das mudas (Tabela 1). 
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Tabela 1- Amostras de substratos coletados em diferentes fases de produção. 
Etapas Tempo Coletas 
 
Área de descarte 
 
 
110-360 dias 
 
Substrato proveniente de todo tipo de descarte, armazenado no viveiro 
até que se dê o destino final do mesmo. 
3ª seleção  
 
100-110 dias  
 
Coletados em vários canteiros 
 
Substrato in natura  
60-70 dias Material pronto para uso coletado imediatamente antes do 
estaqueamento (testemunha).  
1ª seleção 35-45 dias Coletados em vários canteiros 
2ª seleção 60-70 dias Substrato proveniente de todo tipo de descarte, armazenado no viveiro 
até que se dê o destino final do mesmo. 
 
 Estas amostras foram coletadas em substrato pronto para uso (durante o processo de 
enchimento dos tubetes) e em tubetes, onde as mudas não se desenvolveram adequadamente e/ou 
estavam senescentes (mudas que possuíam deformação foliar, menor número de folhas, aspectos 
visuais de ataque por doenças, severa deficiência nutricional visual). Cada amostra foi composta por 
substrato de 100 tubetes de 55 cm
3
 de volume. As amostras foram acondicionadas em sacos 
plásticos e armazenadas em freezer à ˗20ºC no Laboratório de Silvicutura. 
3.3 EXTRAÇÃO DO DNA TOTAL 
 As extrações do DNA total de micro-organismos presentes nas amostras de substrato foram 
realizadas utilizando-se o conjunto de reagentes FastDNA® SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals), 
seguindo as instruções do fabricante. Basicamente, o método consiste em lisar as células dos micro-
organismos presentes nas amostras. A partir de 0,25g de substrato, em um tubo de polipropileno 
contendo grânulos de sílica, após adição de 978 µL de tampão de fosfato de sódio e 122 µL de 
tampão MT, a lise celular ocorre por meio de ação química (compostos acima) e por meio de ação 
mecânica (agitação vigorosa em Vórtex modelo Genie, fabricado pela empresa MO BIO, 
Laboratories, Inc.). Por meio de centrifugação a 9.680 rpm, por 15 minutos, a temperatura 
ambiente, as impurezas foram precipitadas e o sobrenadante foi coletado, transferido para um novo 
tubo de polipropileno estéril. A fim de remover as proteínas, 250 µL de solução de precipitação de 
proteínas, tampão PPS, foram adicionados, homogeneizando-se as amostras, por inversão por 10 
vezes, e centrifugadas a 9.680 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado, transferido para um 
novo tubo de polipropileno estéril de 15 ml e a ele adicionado 1 ml do Binding Matrix Superior. A 
amostra foi misturada por inversão durante 2 minutos e, posteriormente, o tubo foi deixado em 
repouso por 3 minutos, a temperatura ambiente. Após o período de precipitação a temperatura 
ambiente, retiraram-se 500 µL do sobrenadante, tomando o cuidado para não capturar impurezas 
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precipitadas no fundo do tubo, transferindo-os para um tubo contendo um filtro (resina). Esse tubo 
com resina foi centrifugado, por 1 minuto, para a que a solução passasse através da resina. O 
filtrado foi descartado. O DNA extraído fica retido na resina. Em seguida, o tubo anterior foi 
novamente agitado, posto a descansar em temperatura ambiente e repetiu-se o processo de 
passagem pela resina. Esse procedimento foi realizado até todo o sobrenadante fosse passado pela 
coluna de resina. Após, 500 µL de solução de lavagem de sais, SEWS-M, foi adicionada à coluna de 
resina e submetida à centrifugação a 9.680 rpm, por 2 minutos, para a retirada de sais das amostras. 
O DNA, preso à resina, foi eluído por meio da adição de 50 µL da solução DES, sob centrifugação 
por 1 m. Ao final, as amostras foram mantidas a -80°C até o momento de uso. 
3.4 QUANTIFICAÇÃO DO DNA GENÔMICO 
 A concentração do DNA extraído de micro-organismos presentes nas amostras foi estimada 
com o auxílio de um espectrofotômetro (Perkin Elmer Lambda Bio), medindo-se a absorbância nos 
comprimentos de onda 260 e 280 nm. O equipamento fornece a quantidade de DNA em cada 
amostra, em nanogramas (ng) 
 A qualidade das amostras de DNA extraído foi realizada por meio de eletroforese em gel de 
agarose a 0,8%. Foi utilizado tampão TAE 1X (Tris -acetato, EDTA, pH 8,0) adicionado de 2,0 
μg/mL de brometo de etídio ao gel. 
 Uma alíquota (5 μL) de cada uma das amostras de DNA foi misturada a uma alíquota (1 μL) 
de loading dye (tampão de carregamento, 0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol). O 
corante permite vizualizar à corrida e o glicerol serve para que o DNA, em solução, não fique 
“boiando” na superfície do gel e se perca. Um padrão (1 Kb DNA Ladder, Fermentas Inc) de peso 
molecular e de concentração foi aplicado no primeiro pocinho do gel a fim de poder estabelecer 
comparações futuras. 
 A eletroforese foi realizada por 2 h a 70 V. O gel foi visualizado sob luz UV, em 
transiluminador, e fotodocumentada em um fotodocumentador (Loccus Biotecnologia 
Transluminator L. Pix) acoplado a um microcomputador. 
3.5 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
 A caracterização molecular das amostras de DNA obtidas a partir de substrato foi realizada 
por meio de amplificações de regiões específicas do DNA por PCR, segundo o protocolo proposto 
por Sinhg, et al., (2006). As amostras de DNA genômico foram amplificadas com pares de 
oligonucleotídeos iniciadore (Tabela 2) especifico para bactérias, fungos e archaea. 
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 As PCR foram realizadas em solução contendo: 5 µL de tampão para PCR 10X, 2 µL MgCl2 
25 mM; 4 µL de dNTP 250 µM; 0,5 µL de enzima Taq DNA polimerase 5 U/µL; 1 µL de cada um 
dos oligonucleotídeos 63f, 1087r, Rhiz-63f, 1244r ou 2 µL de cada um dos oligonucleotídeos 
ITS1f/ITS4r, Ar3f/Ar927r; 2 µL de cada uma das amostras de DNA e água Tipo I esterilizada para 
volume final de 50 µL. As reações foram conduzidas em um termociclador automático MyCycler 
(BioRAD) programado para as seguintes condições: um passo inicial de 95
o
C por 5 m seguido por 
30 ciclos composto por 95°C por 30 s, 55° C por 30 s e 72°C por 1 m. Após o final dos ciclos, um 
passo a 72°C por 10 minutos foi adicionado. Em seguida, as amostras foram mantidas a 4° até a 
retirada das amostras do termociclador. 
 Uma alíquota de 5 μL de cada reação amplificada foi analisada por meio de eletroforese em 
gel de agarose a 1,5%, em tampão TAE 1X, conforme procedimentos descritos na seção anterior. As 
imagens dos géis de agarose foram fotodocumentados e armazenados em computador, para 
posterior análise. 
Tabela 2- Oligonucleotídeos iniciadores (Singh et al., 2006) utilizados nas PCR com o intuito de 
detectar a diversidade microbiana existente nas amostras de substrato de mudas em diferentes fases 
de produção. 
Primer Sequência (3’-5’) Especificidade Região alvo Referências 
63f AGGCCTAACACATGCAAGTC Eubacteria 16S MARCHESI. et al (1998) 
1087r CTCGTTGCGGGACTTACCCC Eubacteria 16S HAUBEN et al., (1997) 
Ar3f TTCCGGTTGATCCTGCCGGA Archaea 16S GIOVANNONI et al (1988) 
AR927r CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC Archaea 16S JURGENS et al.,  (1997) 
ITS1f CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA All fungi ITS GARDES et al., (1993) 
ITS4r TCCTCCGCTTATTGATATGC All fungi ITS WHITE et al (1990) 
Rhiz-1244r CTCGCTGCCCACTGTCAC 
Rhizobia/ 
agrobacteria 
16S TOM-PETERSEN et al. (2003) 
  
3.6 ANÁLISE DE POLIMORFISMO POR MEIO DE PCR-RFLP 
 Após as amplificações de regiões do DNA das amostras por meio da técnica de PCR, cada 
uma das amostras amplificadas foi submetida à clivagem com as enzimas de restrição HaeIII, TaqI, 
BamHI e HindIII (Termo Scientific) (Tabela 3). 
 Cada reação de clivagem foi composta por 2 U de cada enzima de restrição, 16 µL do 
produto de PCR (DNA amplificado) e 2 µL do tampão da respectiva enzima, para um volume final 
de 20 µL. Cada reação de clivagem foi mantida a 37°C por 3 horas e analisada por meio de 
eletroforese em gel de agarose a 1,5% com as mesmas condições descritas na seção anterior. 
Tabela 3 - Enzimas de restrição utilizadas nas análises de PCR-RFLP. O traço sublinhado indica a 
posição onde a enzima corta a sequência de DNA. 
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Enzimas Sítio de corte Tampão 
HaeIII GGˍCC 1X buffer R 
TaqI TˍCGA 1X buffer TaqI 
BamHI GˍGATCC 1X buffer BamHI 
HindIII AˍAGCTT 1Xbuffer R 
 
3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 
 A partir das imagens dos géis obtidos após as PCR e após as reações PCR-RFLP, duas 
planilhas de dados binários foram obtidas. A primeira delas foi composta pelos dados de 
amplificação por meio da PCR e uma segunda foi produzida com base nos resultados das clivagens 
enzimáticas por PCR-RFLP. Com base na matriz binária foi calculada uma matriz de 
dissimilaridade de Jaccard e, a partir da matriz de dissimilaridade, produziu-se um dendrograma 
pelo método UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”). Todas as análises 
estatísticas foram efetuadas com auxílio do programa R, versão 3.3.1 (2016-06-21) - “Bug in Your 
Hair” (R Core Team, 2016). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO DNA DO SUBSTRATO 
 Os procedimentos de extração de DNA genômico mostraram-se eficientes para todas as 
amostras, exceto a amostra 3, que apresentou quantidade de DNA insuficiente para ser visível em 
gel (Figura 2). 
 
Figura 2 - Perfil eletroforético, em gel de agarose a 0,8%, de amostras de DNA genômico extraídas de micro-
organismos presentes em amostras de substrato para produção em mudas de eucalipto. (M) Marcador de tamanho 1 Kb 
DNA Ladder (Termo Scientific); Amostras de  substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras 
de substratos coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). (1 e 6). Substrato velho na área de descarte; (2 e 7) 
área de expedição/3ª seleção; (3e 8) substrato in natura pronto para uso; (4 e 9); substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); (5 e 
10) substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
 É possível observar na imagem (Figura 2) bandas definidas, mostrando que a extração 
forneceu uma concentração aceitável de DNA, principalmente para as amostras do viveiro “b”. 
Nota-se uma considerável diferença entre as concentrações de DNA obtidos entre as fases e 
amostras de substrato. Essa diferença pode ser atribuída aos diferentes tipos de amostras, bem como 
ao estado de tecnicação nas diferentes fases e as composições físicas, químicas e principalmente 
biológicas, que podem ter influência no rendimento e qualidade do material obtido. A presença de 
matéria orgânica favorece o aumento da microbiota apresentando uma maior massa de DNA. 
 Poucos são os estudos que relatam a extração de DNA genômico em substrato de planta. 
Metodologias usadas em amostras de solo foram adaptadas por Gonçalves et al. (2013), que 
verificaram a presença de DNA em amostras de substrato descartadas por meio da metodologia 
descrita por Hardeman e Sjoling (2007). No presente estudo, utilizou-se o FastDNA® SPIN Kit for 
soil (MP Biomedicals), com algumas adaptações( quantidade do material e tempo de lisagem), que 
foram crucias para determinar a quantidade necessária de DNA total suficiente para os 
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procedimentos posteriores. Diversos estudos relatam o uso de conjuntos de reagentes comercial 
para extração de DNA em diversos ambientes (Dimitrov 2009; Monteiro 2007; Kolawole et al., 
2015; Guida et al., 2014; Chambers et al., 2016). 
4.2 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
 As análises de PCR com os pares de oligonucleotídeos 63f/1087r (Eubactéria)), 
Ar3f/AR927r (Archaea), 63f/Rhiz-1244r (Rhizobactéria) e ITS1f/ITS4r (Fungo) mostraram-se 
eficientes para amplificar a região de interesse do gene rDNA bacteriano 16S e rDNA ITS. As 
amplificações com eubactéria e fungo apresentaram amplificações com tamanho igual a 1000 e 500 
pb, respectivamente (Figura 3). Os iniciadores para Eubactéria mostra todas as bandas em uma 
mesma altura (1.000 pb), enquanto para fungo apresenta uma falha (amostra 3) e duas bandas 
menores que as demais (amostras 1 e 4), todas de um mesmo viveiro (Figura 3). Quando se 
utilizaram oligonucleotídeos iniciadores específicos para Archaea houve amplificação somente para 
as amostras 4 e 9 (substrato 1ª seleção, 35 a 45 dias), uma de cada viveiro (Figura 4). Uma vez que 
somente duas amostras amplificaram, o resultado da PCR foi excluído das análises PCR-RFLP. Para 
os fragmentos genômico amplificados com Rhizobactéria, apresentaram amplicons em todas as 
fases, com fragmentos na altura de 1.000 pb (Figura 3).  
 As amostras in natura utilizadas como padrão apresentou amplificação para Eubactéria, 
Rhizobactéria e Fungo para o viveiro “B”, e para a Rhizobactéria, para o viveiro “A” (Figura 3). 
Assim, pode-se supor que a amostra in natura proveniente do viveiro “A” não possuí fungos e nem 
Archaea e que a amostra in natura proveniente do viveiro “B” não possui Archaea. 
 A presença de bandas em quase todas as amostras e, logo, quase todas as fases de produção 
estudadas, pode indicar uma relativa diversidade microbiológica nas mesmas. Ou seja, há micro-
organismos em todas elas (Figuras 3 e 4). Por outro lado, ausência de amplificação em algumas 
amostras, possivelmente, pode ser devido à ausência de micro-organismos que aqueles pares de 
oligonucleotídeos detectariam ou, ainda, devido à presença de contaminantes provenientes da 
matéria orgânica em decomposição, como ácidos húmicos (ANDERSON e CAIRNEY, 2004). Mas, 
considerando que essas mesmas amostras amplificaram com outros pares de iniciadores, a primeira 
suposição é a mais plausível, em que pese os ácidos húmicos serem reconhecidos como fortes 
inibidores da PCR e de poderem ser co-extraídos aos ácidos nucleicos (JACOBSEN, 1995; 
KREADER, 1996; SORCI et al., 1999; WINTZINGERODE et al., 1997). 
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Figura 3 - Imagem de gel de agarose à 1,5% contendo produtos de PCR. (M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder 
(Termo Scientific); Eubactperia (produto de PCR com os iniciadores 63f/1087r); Rhizobactéria (produto da PCR 
utilizando  os iniciadores 63f/Rhiz1244r); Fungo (produto da PCR utilizando os iniciadores ITS1f/ITS4r). Amostras de 
substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa 
”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de substrato área de 
expedição/3ª seleção; 3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de substrato 1ª seleção 
(35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
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Figura 4 - Imagem de gel de agarose à 1,5% contendo produtos de PCR. (M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder 
(Termo Scientific); Archaea- Produto de PCR utilizando iniciadores Ar3f/AR927r. Amostras de substratos coletados em 
viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 
e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – amostras de substrato área de expedição/3ª seleção; 3 e 8 – 
amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – 
amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
 Diversos estudos de determinação da diversidade microbiológica têm empregado a 
amplificação do DNA pela técnica de PCR com oligonucleotídeos específicos, que tem como 
função amplificar regiões altamente conservadas e repetidas, normalmente no espaço intergênico. O 
uso desses oligonucleotídeos específicos é vantajoso sobre aqueles não específicos porque, em uma 
única reação, obtém-se um número elevado de bandas, permitindo a detecção de polimorfismo 
suficientemente elevado para a análise genética da diversidade de micro-organismos (CHUEIRE et 
al., 2000) em uma dada amostra. 
 Mas, os resultados das análises por meio da técnica de PCR não possibilitou uma grande 
quantidade de polimorfismos. Ou seja, a maioria das amostras apresentou um mesmo tamanho de 
banda quando amplificada por um mesmo par de iniciadores. Todavia, não é possível dizer que estas 
amostras são iguais ou que elas possuem os mesmo micro-organismos, uma vez que sequências de 
DNA de um mesmo tamanho podem ser constituídas por nucleotídeos distintos. Logo, uma outra 
técnica que considera a composição da sequência de DNA deve ser empregada nestas amostras a 
fim de verificar se elas são ou não iguais quanto a constituição nucleotídica. Por outro lado, os 
resultados obtidos com a PCR garantem que as amostras 4 e 9, provavelmente, possuem Archaea, a 
amostra 3 do viveiro “A” não possuí fungos e que as amostras 1 e 4 possuem fungos distintos dos 
fungos presentes nas amostras 2 e 5, para o viveiro “A”. 
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4.3 ANÁLISE DE POLIMORFISMO POR MEIO DE PCR-RFLP 
 Uma vez que as PCR não propiciaram a identificação de diferenças proeminentes entre as 
amostras, a técnica de PCR-RFLP foi utilizada para confirmar ou não aqueles resultados. Assim, os 
produtos da PCR foram submetidos à clivagem com as enzimas de restrição HaeIII, BamHI, TaqI e 
HindIII. As enzimas de restrição reconhecem e atuam sobre sequências específicas de DNA, 
catalisando ligações fosfodiéster entre dois nucleotídeos consecutivos ligados a determinadas bases 
nitrogenadas (SWEENEY e DOBSON, 1998). Dessa forma, se houver alguma diferença no 
conteúdo de nucleotídeos do sítio de reconhecimento da enzima, não haverá clivagem do DNA 
naquela região. Observa-se que as reações de clivagem produziram uma quantidade maior e mais 
variável de fragmentos entre as diferentes amostras analisadas (Figuras 5, 6, 7 e 8). 
 A enzima HaeIII gerou fragmentos entre 250 e 750 pb, aproximadamente nos produtos da 
PCR obtidos com Eubactéria (Figura 5). Observa diferenças entre várias amostras, demonstrando 
que, apesar de a PCR ter amplificado fragmentos de DNA de um mesmo tamanho, a constituição 
desses fragmentos são diferentes e denotam a presença de diferentes micro-organismos, 
especificamente, diferentes tipos de Eubactérias. Quando se analisa a clivagem nos produtos da 
PCR obtidos com Rhizobactéria (Figura 5), essa enzima produziu fragmentos entre 250 e 500 pb. 
Do mesmo modo que o anterior, também é possível verificar diferenças entre as amostras, 
indicando haver diferentes tipos de Rhizobacteria nestas amostras. Por sua vez, a clivagem dos 
produtos da PCR obtidos Fungo (Figura 5 ) apresentou as diferenças mais proeminentes, indicando 
haver uma diversidade bem distinta de fungos entre as amostras de substrato. 
 Já a enzima BamHI produziu polimorfismos somente entre as amostras cujos iniciadores 
eram específicos para fungos (Figura 6 C). As amostras polimórficas foram oriundas do viveiro “A” 
 Com a enzima TaqI foi possível verificar que as amostras 6 (Figura 7) e as amostras 1 e 3 
(Figura 7 ) diferem das demais quanto à presença de Rhizobacteria  e fungos, respectivamente. 
 Por fim, os polimorfismos gerados pela enzima HindIII foram bem escassos (Figura 8). A 
mais fácil de visualizar é a diferença apresentada pelas amostras 1, 3 e 6 para fungos (Figura 8). 
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Figura 5 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP das amostras de 
substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição HaeIII. (M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo 
Scientific); Eubactéria - iniciadores 631087r; Rhizobactéria -  iniciadores 63f/Rhiz 1244r; Fungo - iniciadores 
ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos 
coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – 
amostras de área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de 
substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
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Figura 6 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP das amostras de 
substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição BamHI. (M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo 
Scientific); Eubact´ria iniciadores 63f/1087r; Rhizobactéria- iniciadores 63f/Rhiz 1244r; Fungo - iniciadores 
ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos 
coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – 
amostras de área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de 
substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
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Figura 7 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP das amostras de 
substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição TaqI. (M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo 
Scientific); Eubactéria - iniciadores 63f//1087r; Rhizobactéria- iniciadores 63f/Rhiz 1244r; (C) – Fungo - iniciadores 
ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos 
coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10). 1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – 
amostras de área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de 
substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
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Figura 8 - Imagem de gel de agarose à 1,5% após eletroforese de amostras da análise PCR-RFLP das amostras de 
substrato gerados pela clivagem da enzima de restrição HindIII. (M) Marcador de tamanho 1 Kb DNA Ladder (Termo 
Scientific); Eubactéria - iniciadores 63f/1087r; Rhizobactéria - iniciadores 63f/Rhiz 1244r; Fungo - iniciadores 
ITS1f/ITS4r. Amostras de substratos coletados em viveiro da empresa ”A” (1, 2, 3, 4 e 5); Amostras de substratos 
coletados em viveiro da empresa ”B” (6, 7, 8, 9 e 10).  1 e 6 – amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 – 
amostras de área de expedição/3ª seleção; (3 e 8 – amostras de substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 – amostras de 
substrato 1ª seleção (35 a 45 dias); 5 e 10 – amostras de substratos 2ª seleção (60 a 70 dias). 
 
 A técnica de PCR-RFLP vem sendo utilizada em análise da diversidade microbiológica em 
diversos ambientes. Mas, é importante considerar algumas limitações quando a utilizamos para o 
estudo da diversidade microbiológica em amostra de substrato. Alguns micro-organismos 
representativos podem não ser detectados pela PCR que antecede a clivagem e, logo, as bandas 
observadas no gel podem representar as espécies mais abundantes na amostra (SMIT et al., 1999). 
Bandas provenientes de micro-organismos diferentes podem possuir a mesma mobilidade 
eletroforética, ocupando a mesma posição no gel. Porém, uma banda detectada no gel pode 
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representar mais de um genótipo, com sequências divergentes (GOMES et al., 2003). Outra 
limitação é que um mesmo micro-organismo pode gerar múltiplas bandas no gel de RFLP, devido à 
heterogeneidade da região amplificada pela PCR (VAINIO e HANTULA, 2000). Ou seja, pode-se 
ter como alvo uma região hipervariável.  
 Portanto, a PCR-RFLP pode ser mais adequada quando o objetivo é conduzir um estudo 
comparativo de amostras distintas. Se as amostras exibirem padrões de bandas diferentes, 
certamente as comunidades microbianas apresentam diferenças. Caso o padrão de bandas seja igual, 
então, estas diferenças podem estar presentes ou não, havendo a necessidade de confirmar os 
resultados por outras metodologias (LAMBAIS et al., 2005). Karkouri et al (2004) utilizaram a 
técnica de PCR-RFLP para verificar a diversidade de ectomicorrizas em mudas de pinus em 
condições de viveiro. Miao et al (2013) analisaram a diversidade de bactéria que degradam o fitato 
no Platô Tibetano, enquanto Roesch et al (2007) analisaram a diversidade de bactéria diazotróficas 
endofítica em plantas de milho. 
 A análise de agrupamento hierárquico, em função da presença e da ausência de bandas 
detectáveis em todas as amostras de substrato, apresenta, claramente, três grupos bem distintos 
(Figura 9). Um grupo é formado pela amostra 3, substrato in natura proveniente do viveiro “A”, 
outro contém as demais amostras provenientes do viveiro “A” e o terceiro contém todas as amostras 
provenientes do viveiro “B”. Observa-se que as amostras do viveiro “B” são muito mais 
homogêneas entre si, enquanto as amostras do viveiro “A” são muito mais heterogêneas. Essa 
diferença entre os viveiros pode ser devido a fatores abióticos, tais como umidade e temperatura, 
que podem está influenciando a presença de micro-organismo nas diferentes fases e entre os 
substratos.  
37 
 
 
Figura 9 - Agrupamento das amostras de substrato obtido por meio do método UPGMA aplicado sobre a matriz de 
dissimilaridade de Jaccard. 1 e 6 amostras de substrato velho na área de descarte; 2 e 7 amostras de substrato área de 
expedição/3ª seleção; 3 e 8 amostra de  substrato in natura pronto para uso; 4 e 9 amostras de substrato 1ª seleção (35 a 
45 dias); 5 e 10 amostras de substratos 2ª seleção(60 a 70 dias). 
  A similaridade em nível de diversidade entre os dois grupos é menor que 0,06%. As 
amostras organizadas em subgrupos nas diferentes fases de produção apresentam similaridades 
entre 0,06 e 0,67%, indicando que há diferença na composição de micro-organismos que se 
propagam nesses substratos. Essa situação é mais evidente nas amostras 1, 2, 4 e 5. 
 A grande dissimilaridade da amostra 3 em relação às demais pode se dar ao fato de que as 
amostras in natura deve se apresentar livre de micro-organismos, quase estéreis. Logo, esse tipo de 
amostra tende a ter uma menor diversidade de micróbios. 
 A detecção de grupos a partir das amostras de substratos analisadas infere que o número de 
fragmentos obtidos em cada amostra reflete uma certa diversidade microbiológica constituída por 
fungos, eubactéria e Rhizobacteria. As diferenças detectadas entre as amostras, entre as fases de 
produção e entre os dois viveiros mostra que os diferentes tipos de substrato, a composição, 
características, fase de produção, são fatos a serem relevados quanto ao reaproveitamento ou não de 
substrato. 
 Contudo o uso da ferramenta de PCR-RFLP foi útil para confirmar a presença da 
diversidade de micro-organismo em amostra de substratos. No entanto os dados não permite inferir 
sobre a fitopatogenicidade ou não dos micro-organismos. No entanto, com está abordagem 
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polifásica, será possível obter maiores informações em estudos da biodiversidade para compreender 
a diversidade de micro-organismos em substratos.  
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5. CONCLUSÕES 
 A técnica de PCR-RFLP foi satisfatória para detecção da diversidade microbiológica em 
amostras de substrato; 
 Existem diferenças entre os dois viveiros analisados quanto à diversidade de micro-
organismos presentes nos substratos; 
 As diversas fases de produção em decorrência do tempo favorecem a proliferação de micro-
organismos no substrato, bem como a diversidade dos mesmos; 
 As características físicas, químicas e biológicas, bem como os fatores abióticos influenciam 
diretamente na diversidade microbiológica entre as fases do processo de produção de mudas. 
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